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Tujuan pengenceran semen 
 Pengenceran semen bertujuan untuk memperbanyak 
volume dan mempertahankan daya fertilisasi sebelum 
disemprotkan ke dalam saluran kelamin betina pada saat birahi 
serta memperbanyak jumlah betina yang bisa dibuahi dari satu 
ejakulat dengan fertilitas yang relatif sama dengan kawin alam 
(Hafez, 2008). Pengenceran dan penyimpanan juga bertujuan untuk 
menurunkan aktivitas metabolisme  yang berlebihan agar dapat 
memperpanjang waktu hidup spermatozoa di dalamnya, bahan 
pegencer yang digunakan hendaknya mampu menyediakan zat-zat 
makanan sebagai sumber energi, mencegah stres dingin, mencegah 
pertumbuhan mikrooarganisme dan sebagai buffer untuk mencegah 
perubahan pH akibat terbentuknya asam laktat yang 
membahayakan spermatozoa (Brackett et al., 1981; Hafez, 2008). 
 Bahan pengencer semen harus memenuhi syarat tidak 
hanya untuk memperbanyak volume semen atau memperkecil 
konsentrasi spermatozoa hingga tingkat yang dinginkan untuk 
keperluan IB dalam jumlah banyak, tetapi harus menyediakan 
lingkungan yang sesuai bagi spermatozoa, sehingga mampu 
mempertahankan kapasitas pembuahan spermatozoa selama 
penyimpanan pada suhu 4º-5ºC (Foote et al., 1993; Tuli dan Holtz, 
1992). 
 Layak atau tidaknya semen untuk diencerkan serta tingkat 
pengencerannya, karateristik spermatozoa pada setiap ml perlu 
diketahui (Tambing et al., 2000). Kualitas spermatozoa kambing 
secara in vitro dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti perbedaan 
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suhu selama inkubasi, jenis dan variasi antar individu hewan asal 
semen (Flesch dan Gadelia, 2000). 
 Tingkat pengenceran 1;1 – 1;23 (v/v; semen ; pengencer) 
telah terbukti mampu mempertahankan motolitas spermatozoa 
selama beberapa hari (Evans dan Mazwell, 1987; Ritar et al., 2990). 
Pengenceran semen dengan larutan sitrat kuning telur dilakukan 
dengan dosis pengenceran 50 x ͳͲ଺/0,2 ml terbukti cukup baik 
mempertahankan kualitas spermatozoa (Arifianti et al, 1999), dan 
jika semen cair akan dibekukan dengan angka fertilitas 
dipertahankan  secara maksimal maka konsentrasi berkisar 80 – 500 
x ͳͲ଺/ml (Corteel, 1974; Karatzas et al., 1997; Ritar et al., 1990). 
 Oleh karena itu bahan pengencer dipersiapkan bukan hanya 
sebagai sumber nutrisi bagi spermatozoa tetapi harus mampu 
melindung spermatozoa dari berbagai efek negatip akibat aktifitas 
metabolisme, kapasitasi, stress dingin, radikal bebas dan lainnya. 
Unsur-unsur yang ditambahkan seperti antibiotik, fruktosa, kuning 
telur, antioksidan, dan berbagai subtrat yang lain dengan berbagai 
kadar dan dampak terhadap kualitas spermatozoa, baik dalam 
bentuk semen encer maupun beku (Hafez, 2008). 
 
Bahan pengencer semen 
 Dalam proses pengolahan semen, bahan pengencer adalah 
bahan yang paling penting untuk mempertahankan kualitas 
spermatozoa. Triss - kuning telur – glukosa dan susu skim adalah 
bahan yang paling umum dipakai untuk cryopreservasi semen 
kambing. Diberbagai literatur disebutkan bahwa kedua pengencer 
tersebut terbukti mampu mempertahankan kualitas spermatozoa 
kambing dan pada berbagai hewan domestikasi termasuk kualitas 
semen beku post thawing (Purdy, 2006). 
Walaupun pemanfaatan kuning telur ada dampak 
negatifnya seperti Egg Yolk Coagulation Enzymes (EYCE), 
pemanfaatan kuning telur di dalam pengencer semen masih 
menjadi bahan pengencer yang penting dan sudah umum 
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digunakan (Jeyendran, 1995; Papa et al., 2010). Penelitian pada 
semen sapi menggunakan pengencer komersial Bioxcell® dan tris-
sitrat telur mendapatkanefisiensi dan fertilitas yang dihasilkan oleh 
kedua pengencer komersial hanya sanitasi yang lebih terjamin 
sehingga kemungkinan terjadinya resiko kontaminasi zat kimia 
tertentu jauh lebih rendah dan extender tersebut siap untuk 
digunakan (Akhter et al., 2010). 
Kuning telur merupakan bahan yang sudah dikembangkan 
dengan sukses dan umumnya ditambahkan di dalam sitrat dan tris. 
Fraksi lipoprotein dan fosfolipid yang berasal dari kuning telur dapat 
mencegah cold shock selama pendinginan dan pembekuan dengan 
melindungi intregitas membran spermatozoa. Aktifnya kontituen 
di dalam frkasi lipoprotein densitas rendah menyebabkan 
pengikatan lipida pada membrane (Jeyendran et al., 1995). Selain itu 
aksi proteksi dari kuning telur adalah menjaga tekanan osmotik, 
mengurangi kerusakan membran akibat radikal bebas dari aktivitas 
peroksidase dan interaksi antara kuning telur dengan protein 
plasma (Jeyendran dan Graham, 1980). 
Motilitas spermatozoa di dalam semen segar maupun 
semen beku post thawing dengan pengencer yang ditambahkan 15% 
jauh lebih baik dibandingkan pengencer yang ditambahkan 4,5% 
kuning telur. Kesimpulannya, kuning telur adalah bahan yang sulit 
dicari penggantinya sebagai bahan pengencer semen kambing 
(Valente et al., 2010). 
Bahan lain yang sudah digunakan untuk mengencerkan 
semen adalah sitrat-kuning telur , tris-kuning telur, susu skim, air 
kelapa, sitrat kuning telur burung puyuh (Evans dan Maxwell, 
1987; Toelihere, 1993). Hampir semua pengencer ini mengandung 
bahan hewani  yang pada umumnya cepat rusak apabila disimpan 
selama lebih lama dari 3 hari. Kerusakan bahan-bahan pengencer 
juga turut mempercepat kerusakan struktur dan fungsi 
spermatozoa. Kerusakan diduga akibat terjadinya akumulasi 
reactive oxygen species (ROS) dengan meningkatkan peroksidasi 
lipida (Papa et al., 2010). 
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Pemanfaatan bahan nabati seperti lecithin yaitu protein yang 
diisolasi dari kedelai telah dilakukan untuk mensubtitusi peran 
kuning telur didalam pengencer semen kuda. Keuntungan 
menggunakan lecithin kedelai memperkecil kemungkinan 
terjadinya kontaminasi mikroba negatif yang berasal dari kuning 
telur dan susu. Hasil penelitian menunjukkan, lecithin dengan 
konsentrasi 10 g/l pengencer pada semen kuda post thawing 
diperoleh hasil motilitas massa, motilitas progresif dan integritas 
membran spermatozoa berturut-turut 68,1 ± 15,9%, 28,8 ± 9,2% dan 
50,7 ± 10,3% (Papa et al., 2010). 
Penelitian yang sudah dilakukan oleh Herdis et al. (2003) 
menyimpulkan kombinasi dari sebuah melon ditambah 40% 
kuning telur mampu mempertahankan motilitas spermatozoa 
domba Garut sampai hari ketiga sebesar 45,83 ± 4,92% atau tidak 
berbeda nyata dibandingkan dengan pengencer tris dan 20% 
kuning telur (51,67 ± ²,06%). Pengencer semen kambing dengan 
komposisi 20% santan kelapa dan 80% sitrat buffer menunjukkan 
performan motilitas tertinggi yaitu 52,6% dibandingkan pengencer 
dengan komposisi 40% santan kelapa dan 60% sitrat buffer serta 
50% santan kelapa dan 50% sitrat buffer yaitu berturut-turut 19,6 ± 
5,98 dan 9,0 ± yang diamati 3 jam setelah pengenceran dan 
disimpan pada suhu kamar (Sule et al., 2007). 
Pemberian suplemen tradisional berupa madu, telur, temu 
kunci dan vitamin E pada sapi bali terbukti dapat meningkatkan 
motilitas spermatozoa secara signifikan dar 80,3 ± 8,2% sebelum 
pemberian suplemen menjadi 88,7 ± 5,5% setelah pemberian 
suplemen. Demikian juga dengan viabilitas spermatozoa 
meningkat dar 66,1 ± 12,5% sebelum pemberian suplemen menjadi 
77,9 ± 7,6% setelah pemberian suplemen (Ratnawati et al., 2008). 
Penambahan 5% madu didalam pakan selama 20 hari berturut-
turut secara signifikan meningkatkan konsentrasi spermatozoa 
yang diambil dari epididymis sampai 37% (Salam et al., 2008). 
Selama penyimpanan semen baik dalam bentuk cair 
maupun beku akan terjadi perubahan strutur dan fungsi 
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spermatozoa yang disebabkan oleh aktivitas metabolisme selama 
persiapan dan penyimpanan. Penggunaan pengencer dan 
pengelolaan yang tidak akurat berpeluang menyebabkan 
kerusakan pada spermatozoa. Kerusakan ini dapat menghasilkan 
debris dan zat-zat yang bisa menggangu integritas membrane sel, 
sehingga mempengaruhi struktur dan fungsi spermatozoa (Check 
et al., 1991), menurunkan motilitas, merusak mitikondria, enzim-
enzim dan akrosom (Wheeler, 1996). 
Bahan pengencer yang ideal harus memenuhi syarat yaitu 
a) mengandung berbagai nutrisi sebagai sumber energy bagi 
spermatozoa, b) mengandung berbagai konstituen yang mampu 
melindungi efek negatif proses pembekuan, c) sebagai buffer yang 
akan mencegah perubahan pH, d) menjaga keseimbangan tekanan 
osmotik dan keseimbangan elektrolit, e) mengandung anti biotik 
untuk mencegah pertumbuhan mikroorganisme, f) menambah 
volume semen sehingga meningkatkan jumlah ternak yang bisa di 
IB dari satu ejakulat, g) mempersiapkan lingkungan yang nyaman 
sehingga metabolisme spermatozoa dapat terjadi secara normal 
(Foote, 1980; Graham, 1978; Hafez, 2008). 
Oleh karena itu bahan pengencer dipersiapkan tidak hanya 
sebagai sumber nutrisi tetapi harus mampu melindungi 
spermatozoa dari berbagai efek negatif akibat aktifitas 
metabolisme, kapasitasi, cold shock dan lainnya. unsur-unsur yang 
ditambahkan seperti antibiotik, fruktosa, kuning telur dan berbagai 
substrat yang lain dengan berbagai kadar dan dampak terhadap 
kualitas semen (Evans dan Maxwell, 1987). 
 
Osmolaritas pengencer dan integritas plasma membrane 
spermatozoa 
 Spermatozoa dibungkus oleh membran dari kepala sampai 
ekor yang secara umum memiliki susunan molekul dan fungsi yang 
komplek baik secara molekuler maupun fungsional (Jhonson et al., 
1996; Arifiantini et al., 1999). Membran plasma berfungsi sebagai 
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unsur transport dari dalam sel ke luar sel dan sebagai pelindung 
spermatozoa terhadap berbagai perubahan lingkungan. Apabila 
membran plasma mengalami kerusakan maka proses tersebut tidak 
dapat berlangsung sehingga akan menurunkan kualitas 
spermatozoa (Arifiantini et al., 1999).  
Keutuhan membran spermatozoa baik secara langsung 
maupun tidak langsung berhubungan dengan kemampuannya 
untuk berinteraksi dan menempel pada cumulus oophprus 
(Rodrigues-Matrinez, 2003). Fertilitas spermatozoa dipengaruhi 
oleh motilitas, kapasitasi dan reaksi akrosoma, vibilitas dan 
keutuhan DNA. Berbagai metode sederhana, murah, dan efektif 
untuk menilai kualitas spermatozoa ternak telah dilakukan dan 
integritas plasma membrane adalah salah satu faktor yang 
berpengaruh langsung terhadap kualitas spermatozoa (Pawar dan 
Kaul, 2011). Sehingga keutuhan membran dan viabilitas 
spermatozoa adalah syarat utama untuk terjadinya fertilisasi (Moce 
dan Graham, 2008). 
Integritas membran spermatozoa secara fisiologis berperan 
pada sebagai proses yang sangat vital yang terjadi pada 
spermatozoa, termasuk melindungi dan mempertahankan 
motilitas spermatozoa di dalam saluran reproduksi betina, 
kapasitasi dan fertilisasi (Moce dan Graham, 2008). Pengaruh cold 
shock terhadap sel spermatozoa menyebabkan terjadi penurunan 
motilitas, pelepasan enzim pada akrosom, perpindahan ion 
melewati membrane dan penurunan kandungan lipid (fosfolipid 
dan kolesterol) yang sangat berperan dalam mempertahankan 
integritas structural plasma membrane (Weitze dan Petzoldt, 1992; 
White, 1993). 
Metode kiopreservasi yang tepat merupakan salah satu 
alternatif meminimalkan kerusakan pada spermatozoa selama 
penyimpanannya. Alternatif lain untuk mengurangi kerusakan 
spermatozoa selama proses penyimpanan dengan teknik 
kriopreservasi adalah menentukan jenis pengencer yang tepat. Jenis 
pengencer yang tepat akan menjamin kebutuhan fisik dan kimia, 
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melindungi spermatozoa dari kerusakan akibat proses 
pendinginan, menghambat pertumbuhan bakteri serta mencegah 
efek yang membahayakan akibat perubahan pH serta 
mempertahankan tekanan osmosis atau osmolaritas dan 
keseimbangan elektrolit (Gazali dan Tambing, 2002). 
Tekanan osmosis dan osmolaritas didefinisikan sebagai 
sebuah proses perpindahan air secara pasif pada suatu larutan di 
dalam sel (Campbell et al., 2002). Supaya spermatozoa bisa bertahan 
secara normal dalam suatu media dibutuhkan keseimbangan 
dengan konsentrasi tertentu. Spermatozoa sapi, sebagai contoh, 
dapat bertahan hidup normal selama beberapa waktu pada 
medium dengan tekanan 300 mOsm (De Pauw et al., 2003). Untuk 
membandingkan larutan dengan konsentrasi zat terlarut berbeda, 
maka larutan dengan zat terlarut lebih tinggi disebut hipertonik 
dan sebaliknya larutan dengan zat terlarut lebih rendah disebut 
hipotonik. Air akan berpindah dari larutan hipotonik ke larutan 
hipertonik walaupun larutan hipotonik memiliki lebih banyak jenis 
zat terlarut (Campbell et al., 2002). 
Pada kondisi medium pengencer yang osmolaritas atau 
konsentrasi medium pnegencer lebih tinggi atau hipertonik dari 
pada di dalam sel akan mengakibatkan cairan yang terdapat di 
dalam sel akan keluar  sampai tercapai tingkat keseimbangan 
osmolaritas yang sama sehingga akan menyebabkan lipid bilayers 
destabilitation sebagai akibat dari terjadinya fusi dua permukaan 
membrane (luar dan dalam) yang ditandai dengan bentuk yang 
mengerucut dan fisiologi spermatozoa akan menurun. Demikian 
juga halnya pada pengencer osmolaritas di luar sel lebih rendah 
dari pada di dalam sel atau hipertonik, akan mengakibatkan air dari 
luar sel akan masuk ke dalam sel sampai tekanan antara di luar dan 
di dalam sel mencapai keseimbangan yang ditandai dengan sel 
yang menggelembung (Sum et al., 2003). 
Meningkatnya osmolaritas pengencer menjadi lebih tinggi 
dari nilai normal yaitu 300 mOsm menjadi 600 mOsm akan 
mengakibatkan menurunnya viabilitas spermatozoa sampai 50% 
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(Griggers et al., 2001). Untuk menguji integritas membran 
spermatozoa pada beberapa hewan domestikasi seperti sapi, kuda, 
babi dan kambing digunakan metode hypoosmotic sweeling test (HOS 
test) (Fonseca et al., 2005). HOS test adalah metode khusus untuk 
menguji keutuhan membran plasma spermatozoa untuk 
mengetahui permeabilitas membrane dan mengindikasikan jumlah 
spermatozoa yang telah mengalami kapasitasi (Jeyendran et al., 
1984). 
 Beberapa cara telah dicoba untuk menguji keutuhan 
membrane plasma. Diantaranya adalah 50 µl semen dilarutkan ke 
dalam 1 ml larutan hypoosmotic yang sudah dipersiapkan dengan 
komposisi 7,35 g of sodium sitrat (2H2O) dan 13,51 g fruktosa 
dilarutkan di dalam 1000 ml aquades. Larutan semen dan 
hypoosmotik diinkubasi selama 60 menit pada suhu 37ºC sebelum 
dilakukan pemeriksaan (Hu et al., 2009). Komposisi larutan 
hypoosmotik lain adalah 1,35 g fructose (Riedel-DeHaen, 
Switzerland), dilarutkan kedalam 100 ml aquades (tekanan osmotic 
– 190 mOsmol/ kg). pemeriksaan dengan mencampur 50 µl semen 
beku yang sudah dicairkan kedalam 500 µl larutan HOS dan 
diinkubasi selama 40 menit pada suhu 37ºC (Jeyendran et al., 1984). 
Setelah inkubasi, 1 tetes semen diperiksa dibawah mikroskop phase 
kontras dengan pembesaran 400x, kemudian hitung 200 
spermatozoa. Spermatozoa dengan ekor melingkar 
mengidentifikasikan bahwa plasma membrannya masih intak 
(Ahmad et al., 2003). Kemampuan spermatozoa membengkak 
dalam larutan hypoosmotik menunjukkan membrane tersebut 
berfungsi dengan baik (Jeyendran et al., 1984). 
Hypoosmotic sweeling test yang dilakukan pada semen segar 
kambing dengan tingkat osmolaritas pengencer berturut-turut 50, 
75, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 290, dan 300 mOsm menghasilkan 
integritas membran berturut-turut 34,1; 38,8; 45,3; 51,5; 42,8; 38,2; 
29,0; 19,4 dan 23% dari 200 spermatozoa yang diamati untuk setiap 
tingkat osmolaritas pengencer tersebut. Menurut hasil uji HOS 
tersebut, kualitas integritas membran terbaik diperoleh pada 
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tingkat osmolaritas 125 mOmsm/l (Fonseca et al., 2005). Hasil yang 
jauh berbeda diperoleh oleh Joshi et al., (2006), bahwa persentase 
motilitas dan motilitas progresif spermatozoa tertinggi pada 
pengencer dengan tekanan osmose 1.500 mOsm/kg dan terendah 









































































Semen adalah cairan yang keluar dari saluran kelamin 
hewan jantan pada saat kopulasi atau penampungan. Semen 
mengandung sel-sel mikroorganisme yang dapat bergerak disebut 
spermatozoa dan cairan tempat bergeraknya spermatozoa disebut 
plasma semen (Gamer dan Hafez, 2008). Volume semen dan 
konsentrasi spermatozoa per ejakulasi dipengaruhi oleh beberapa 
faktor diantaranya spesies, umur, musim, lingkungan, temperature 
lingkungan, bangsa ternak, frekuensi penampungan, kondisi pakan 
dan kesehatan (Jainudeen et al., 2008; Memon dan Ott, 1981). 
Volume semen kambing per ejakulasi berkisar antara 0,1 – 1,5 ml 
(Jainudeen et al., 2008), 1 – 1.08 (Tambing et al., 2000), 0,5 – 1,5 ml 
(Evans dan Maxwell, 1987), 0,5 – 1,0 ml (Smith, 1980), 0,5 – 1,2 ml 
(Ax et al., 2008). 
Sekitar 90% dari volume semen adalah plasma semen dan 
105 sisanya adalah spermatozoa. 75% dari total plasma semen 
terdiri dari air, bersifat netral, isotonik dan sangat kaya bahan 
organik dan non organik yang berfungsi untuk melindungi serta 
sumber nutrisi bagi spermatozoa (Rijnders et al., 1994). Plasma 
semen memiliki pH 7,0 dengan tekanan osmosis sama dengan 
darah, yaitu ekuivalen dengan 0,9% NaCL (Natrium Klorida), 
mengandung zat-zat nutrisi, energi dan preservasi bagi 
spermatozoa. Sepertiga dari zat nutrisi itu dihasilkan oleh kelenjar 
prostat dan dua per tiga bagian lagi oleh vesikula seminalis (Evans 
dan Maxwell, 1987; Rijnders et al., 1994). 
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Fungsi utama plasma semen adalah sebagai media 
tranportasi spermatozoa pada saluran reproduksi jantan selama 
ejakulasi, media yang mengaktifkan spermatozoa dan 
menyediakan penyanggah pH (buffer), serta media kaya nutrisi 
untuk membantu kelangsungan metabolisme dan hidup 
spermatozoa dalam saluran reproduksi betina (Evans dan Maxwell, 
1987; Hafez, 2008).  Konstituen khusus yang terdapat dalam plasma 
semen adalah fruktosa, asam sitrat, inositol, ergotionin, glyceril, 
asam lemak, sorbitol dan sejumlah enzim (Hafez, 2008). Juga 
ditemukan beberapa vitamin dan hormone prostaglandin yang 
tidak ditemukan di bagian tubuh lain dari hewan dalam 
konsentrasi tinggi (Toelihere, 1993). 
Semen kambing yang berwarna kekuningan yang diduga 
disebabkan oleh adanya riboflavin yang dihasilkan oleh kelenjar 
vesikularis (Ax et al., 2008). Semen kambing juga mengandung 
fruktosa yang sewaktu-waktu siap dimetabolisasi dan merupakan 
sumber energi utama bagi sperma-tozoa (Evans dan Maxwell, 
1987). 
Konsentrasi spermatozoa tidak sama pada setiap kambing 
jantan. Beberapa peneliti mendapatkan kpnsentrasi spermatozoa 
kambing rata-rata 3.387 x ͳͲ଺/ml (Isnaini, 2006), 2.600 x ͳͲ଺/ml 
(Jainudeen et al., 2008), 2,5 - ͳͲ9 sampai 5,0 x ͳͲ9 spermatozoa/ml 
(Ax et al., 2008), 881 x ͳͲ଺/ml (Tambing et al., 2000). Produksi 
spermatozoa per tetestis per hari berkisar antara 2,76 – 7,23 x ͳͲ9 
(Lebueuf et al., 2006; Ritar et al., 1992). Produksi spermatozoa 
kambing jantan Angora pada musim kawin berkisar antara 4.0 – 6.4 
x ͳͲ9 (Ritar et al., 1992). Semen kambing yang baik mengandung 2,5 
– 5,0 x ͳͲ9 spermatozoa/ml (Evans dan Maxwell, 1987), ada juga 
yang emndapatkan semen yang baik mengandung spermatozoa 6,5 
x ͳͲ9/ml, motilitas 70 -90% dan jumlah spermatozoa abnormal 5 – 
15% tidak selalu berdampak negative terhadap fertilitas kecuali jika 
abnormalitas spermatozoa lebih dari 20% (Memon dan Ott, 1981). 
Atau 2,5 – 3 x ͳͲ9/ml  dengan motilitas 85%, motilitas dibawah 60% 
tidak baik untuk diproses lebih lanjut, sementara jumlah 
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spermatozoa abnormal antara 3 – 15% adalah umum dilaporkan 
berbagai peneliti (Smith, 1980). 
 
Morfologi spermatozoa 
Secara morfologis spermatozoa terdiri kepala, badan dan 
ekor. Bagian ekor terdiri dari leher, tengah, utama dan bagian 
ujung. Secara fungsional spermatozoa memiliki nucleus atau payload 
yang mengandung genom, flagella atau propeller sebagai sarana 
penggerak, selubung mitokondria  sebagai mesin pembakaran, 
akrosom sebagai tanda pengenalan dan penetrasi oosit (Tournaye, 
1994). Total panjang spermatozoa kambing dan domba sekitar 60 
mikron (60µm), panjang serta lebar dan tebal kepalanya berturut-
turut 8 - 10µm, 4µm dan 1µm (Evans dan Maxwell, 1987). Masing-
masing bagian mempunyai fungsi yang spesifik (Garner dan Hafez, 
2008; Tournaye, 1994).  
Spermatozoa memiliki lima bagian utama yang masing-
masing bagian berkaitan satu sama lainnya yaitu bagian kepala 
terbagi empat bagian yaitu : apical segment, principal segment, 
equatorial segment dan post acrosomal segment. Bagian ekor (flagella) 
terdiri dari empat bagian yaitu leher (neck), middle piece, principle 
piece dan piece antara mid dan principal piece dipisahkan oleh annulus 
yang merupakan cincin fibrus yang mendasari membran plasma 
dan menempel pada partikel intra membran, membrane bagian 
kepala berfungsi dalam proses kapasitasi, reaksi akrosoma dan 
penembusan zona pellucida oosit pada saat fertlisasi serta fusi 
dengan dasar outer acrosomal membrane pada proses raksi 
akrosoma (Cummis, 2009; Gamer dan Hafez, 2008).  
Aksonema flagella bertanggung jawab terhadap motilitas 
(gerakan) spermatozoa, dimana mikrotubulus dengan gerakan-
gerakan diantara pasangan yang berdekatan menyebabkan ekor 
meliuk-liuk (Tournaye, 1994). Untuk bergerak spermatozoa 
membutuhkan energi yang diperoleh dari proses glikolisis dan 
metabolisme oksidatif (Hinting dan Marlinata, 1980). Energi yang 
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diperlukan untuk bergerak diperoleh dari proses dan metabolisme 
oksidatif. Adanya aktivitas metabolisme intraseluler menghasilkan 
asam laktat, CO2 dan zat lainnya yang bersifat racun dan dapat 
merusak integritas membrane spermatozoa selama penyimpanan 
(Gamer dan Hafez, 2008).  
Proses metabolisme pada tingkat nucleus sangat terbatas, 
karena selama spermatogenesis genom tidak aktif (Hecht, 1990). 
Oleh karena itu, gerakan flagella adalah esensial bagi fungsi 
reproduksi spermatozoa. Flagella mengandung aksonema yang 
berada didalam selubung mitokondria, sehingga memungkinkan 
terjadinya proses metabolisme komplek yang menyebabkan 
gerakan flagella. Selain itu antara mikrotubulus dalam pasangan 
(duplet) dihubungkan dengan dynein, suatu protein dengan 
aktivitas ATP-ase. Sementara duplet-duplet pada mikrotubulus 
dihubungkan dengan satu jembatan nexin. Apabila ada sinyal ionic 
yang cocok, maka ATP mitikondria terhidrolisa oleh dynein 
menjadi ADP untuk menghasilkan gerakan di antara duplet-duplet 
(Tournaye, 1994). 
Faktor-faktor yang mengontrol pergerakan fladella adalah 
aktivias metabolisme intraseluler, integritas membrane 
spermatozoa, efek biomekanis elemen-elemen flagella dan faktor 
external diantaranya ketersediaan substrat dan benda-benda fisik 
disekitar spermatozoa (microenvironment). Pada kondisi anaerobik 
spermatozoa memecah glukosa, fruktosa atau manosa menjadi 
asam laktat. Aktivitas glukolisis atau fruktolisis ini menyebabkan 
spermatozoa tetap hidup.  Keadaan ini sangat penting diperhatikan 
selama penyimpanan semen untuk tujuan IB (Garner dan Hafez, 
2008). 
Setiap semen sampel mengandung spermatozoa abnormal. 
Jumlah spermatozoa abnormal berhubungan langsung dengan 
fertilitas ternak. Salah satu faktor yang menyebabkan tingginya 
spermatozoa abnormal adalah stress panas atau suhu lingkungan 
dan kelembapan yang terlalu tinggi (Ax et al., 2008). 
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Abnormalitas spermatozoa dapat dibedakan menjadi dua 
macam yaitu abnormalitas primer dan abnormalitas sekunder. 
Abnormalitas primer adalah abnormalitas yang berhubungan 
dengan adanya kelainan pada kepala dan akrosom. Abnormalitas 
sekunder ditandai dengan adanya kelainan pada ekornya yaitu 
adanya sitoplasmik droplet pada mid piece pada ekor spermatozoa 
(Susilawati, 2013). Bentuk normal kepala spermatozoa adalah oval, 
tumpul serta sempit pada sisi yang lain. Pada kepala spermatozoa 
terdapat inti (nucleus) dengan kromatin yang padat (Sutovsky dan 
Munandhar, 2006). Kromatin mengandung DNA yang kompleks 
yang disusun dari protein dasar yang dikenal sebagai protamine 
sperm. Spermatozoa dihasilkan dari proses pembelahan secara 
meiosis berbentuk haploid dan mengandung materi genetik jantan 
dan akrosom. Akrosom terdiri dari apcal ridge, principal dan bagian 
equatorial. Acrosomal cap segment adalah membrane bagian luar dari 
apical dan principal segment. Antara inti dan akrosoma 
dihubungkan oleh selaput membrane luar (outter acrosome 
membrane) dan membrane dalam (inner acrosome membrane) (Garner 
dan Hafez, 2008). 
Secara molekuler susunan membrane bagian luar dan 
membrane bagian dalam tidak sama. Membrane akrosom bagian 
luar menyatu dengan membrane plasma saat terjadi reaksi 
akrosom, sedangkan membrane akrosom bagian dalam 
menghilang pada saat terjadi fertilisasi. Bagian equatorial akrosom 
adalah bagian penting spermatozoa karena bagian ini yang 
mengawali penggabungan membrane oosit pada proses fertilisasi 
(Garner dan Hafez, 2008). 
Penilaian kualitas spermatozoa baik cair maupun beku post 
thawing tidak cukup hanya berdasarkan kepala motilitas saja 
(Uysal et al., 2006), tetapi perlu dilakukan terhadap integritas dan 
aktifitas fungsional membran plasma membrane sangat berperan 
untuk terjadinya proses fertilisasi sehingga penilaian plasma 
membrane adalah indikator yang sangat bermanfaat untuk 
memprediksi daya fertilitas spermatozoa (Uysal dan Korkmaz, 
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2004). Demikian juga dengan status kapasitas (Smith dan 
Yanagimachi, 1991) dan reaksi akrosom (Pawar dan Kaul, 2011). 
 
Kapasitas dan hiperaktivasi spermatozoa 
Spermatozoa menunggu kedatangan ovum pada oviduk 
selama 20 – 30 jam (babi, kambing dan sapi) sebelum fertilisasi yang 
terjadi secara in vivo dan 6 jam sebelum terjadi fertilisasi, 
spermatozoa akan mengalami kapasitasi (Chang, 1951). Selama 
berada dibagian oviduk, bagian akrosom spermatozoa akan 
menempel pada dinding mukosa oviduk dan spermatozoa yang 
gagal menempel akan mati atau kehilangan daya fertilitasnya 
(Smith dan Yanagimachi, 1991). Spermatozoa yang menempel pada 
mukosa oviduk sementara menunggu terjadinya ovulasi akan 
mangalami proses kapasitasi, setelah itu akan membebaskan diri 
dari dinding mukosa oviduk untuk selanjutnya berenang secara 
aktif untuk membuahi sel telur (Smith dan Yanagimachi, 1991). 
Saat ini kapasitasi didefinisikan sebagai sejumlah peristiwa 
selama beberapa saat sampai beberapa jam bagi spermatozoa untuk 
mempersiapkan diri sampai mampu melakukan fertilisasi (Aitken, 
2011; Breitbart et al., 2005).  Hanya spermatozoa yang sudah 
mengalami kapasitasi bisa mengalami reaksi akrosom setelah 
menempel pada zona pelusida sel telur, sehingga spetrmatozoa bisa 
menembus dan membuahi sel telur (Breitbart et al., 2005).   
Selama kapasitasi akan terjadi proses polimerisasi globular 
(G)-aktin menjadi filament (F)-aktin. Proses ini dipengaruhi oleh 
aktivasi protein kinase A, fosforilasi protein tirosin, dan aktivasi 
fosfolipase D. Pembentukan F-aktin penting untuk translokasi 
fosfolipase C dari sitosol ke membrane plasma spermatozoa selama 
kapasitasi. Menjelang terjadinya reaksi akrosom, F-aktin harus 
menjalani depolimerisasi, sebuah proses yang mengakibatkan 
membrane akrosom bagian luar dan membrane plasma di atasnya 
untuk berfusi dengan sel telur. Menempelnya spermatozoa yang 
sudah mengalami kapasitasi dengan zona pelusida menginduksi 
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peningkatan kalsium intraseluler sperma dengan cepat, aktivasi 
aktin memutuskan protein yang memecah serat aktin, dan memicu 
terjadinya reaksi akrosom (Breitbart et al., 2005). Tetapi jika 
spermatozoa gagal fertilisasi, maka generasi lanjutan dari oksidan 
ini akan merangsang pembentukan oxysterol di membrane 
mitokondria yang motilitas dan akhirnya kematian sel spermatozoa 
(Aitken, 2011). 
Setelah spermatozoa mengalami kapasitasi dan reaksi 
akrosom, spermatozoa mamalia akan mengalami proses transisi di 
oviduk menjelang ovulasi untuk meningkatkan kapasitasnya dan 
proses tersebut dikenal dengan istilah hiperaktivasi (Hafez dan 
Hafez, 2008; Smith dan Yanagimachi, 1991; Yanagimachi, 1994). 
Hiperaktivasi meliputi perubahan pola gerakan yang sebelumnya 
simetris dengan amplitudo rendah menjadi gerakan dengan 
amplitudo tinggi dan tidak simetris sehingga menghasilkan gerak 
progresif yang lebih bertenaga. Pola gerakan hiperaktivasi akan 
mengakibatkan spermatozoa akan bergerak lebih progresif 
melewati lapisan lendir yang terdapat pada oviduk, sehingga 
sangat membantu spermatozoa merespon chemoattractant pada 
oviduk (Eisenbach, 2004). Motilitas spermatozoa dan pola gerakan 
hiperaktivasi sampai terjadinya fertilisasi sangat tergantung pada 
viscoelastisitas lingkungan mikro yang dialami spermatozoa (Ho 
dan Suarez, 2001). 
Walaupun sudah banyak penelitian dilakukan untuk 
melacak pergerakan sperma di dalam saluran sel telu secara in vivo, 
masih sedikit bukti kuat mengenai bagaimana perubahan 
metabolisme mempengaruhi kualitas spermatozoa diantara 




Reaksi akrososm pertama kali diketahui pada urchin dan 
starfish oleh Dan (1952 dan 1954). Akrosom memegang pearan 
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sangat penting dan berpengaruh lebih besar dibanding tingkat 
motilitas spermatozoa terhadap tingkat fertilitas yang dihasilkan 
(sacke, 1972). Reaksi akrosom sudah lama diketahui sebagai suatu 
perubahan yang terjadi pada bagian kepala spermatozoa selama 
proses kapasitasi dan fertilisasi (Sawada, 2002). Spermatozoa dari 
berbagai spesies hewan termasuk manusia harus mengalami proses 
Ca2+dependent exocytotic yang dikenal sebagai reaksi akrosom 
sebelum membuahi sel telur. Reaksi akrososm melibatkan berbagai 
fusi pada membrane akrosom bagian luar yang menyeliputi plasma 
membrane spermatozoa, sehingga akrososm terlepas dari kepala 
spermatozoa. Selanjutnya, material akrosom menyatu dengan 
lapisan glikoprotein oosit membentuk sebuah lubang dimana 
kepala spermatozoa masuk didalamnya dan akhirnya berfusi 
dengan oosit. Walaupun diyakini bahwa spermatozoa mengalami 
reaksi akrosom bersamaan dengan waktu ketika memasuki zona 
pellucida sebagai akibat dari dorongan flagella, lokasi dimana 
spermatozoa yang telah membuahi sel telur memulai reaksi 
akrosom masih menjadi bahan diskusi bagi banyak peneliti (Aketa 
dan Ohta, 1977). 
Reaksi akrosom berperan didalam pelepasan enzim 
proteolitik yang diperlukan untuk penetrasi sperma melalui zona 
pellucida pada mamalia. Inisiasi reaksi akrosom dimediasi oleh 
reseptor yang terdapat pada zona pellucida tetapi identifikasi 
reseptor spermatozoa tidah mudah dilakukan (Talbot et al., 2003). 
Akrosom atau material initi yang mengandung DNA 
bersenyawa dengan protein, terdapat pada bagian kepala 
spermatozoa. Informasi genetik yang dibawa spermatozoa 
disimpan di dalam molekul DNA yang tersusun atas banyak 
nukleutida (Hafez, 2008). Bagian ekor spermatozoa mengandung 
aksonema yang terdiri dari 9 pasang mikrotubulus mengelilingi 2 
filamen tengah secara radial (“9 + 2”). Susunan rangkap “9 + 2” 
mikrotubulus dikelilingi lagi oleh 9 fibril kasar dan dibungkus 
secara perifer oleh sejumlah mitokondria, sehingga membentuk 
pola “9 + 9 + 2” (Tournaye, 1994). 
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Selama penyimpanan, baik dalam bentuk cair maupun beku 
dapat terjadi perubahan struktur dan fungsi spermatozoa karena 
adanya aktivitas metabolisme dan perlakuan saat pengelolaan dan 
penyimpanan. Penggunaan pengencer dan pengelolaan secara 
tidak maksimal akan menyebabkan kerusakan pada spermatozoa 
kerusakan inidapat emnghasilkan zat-zat yang bisa mengganngu 
integritas membrane sel, sehingga mempengaruhi struktur dan 
fungsi spermatozoa (Check et al., 1991), menurunkan motilitas, 
merusak mitokondria, enzim-enzim dan akrosom (Wheeler, 1996). 
Reaksi akrosom akan mengakibatkan perubahan mendasar pada 
struktur bagian kepala spermatozoa, termasuk kehilangan 
membrane (Roldan dan Gomendio, 1992). Proses dan tempat 
terjadinya reaksi akrosom spermatozoa pada mamalia masih belum 
diketahui secara pasti dan menjadi subyek penelitian sampai saat 
ini (Yanagimachi, 2011). 
Penilaian keutuhan akrosom perlu dilakukan karena 
spermatozoa dengan akrosom tidak utuh akan berkolersai negative 
dengan fertilitas spermatozoa (Garner dan Hafez, 2008). Demikian 
juga pendapat lainnya, bahwa status kapasitasi dan reaksi akrosom 
adalah prioritas utama untuk mengetahui kemampuan 
spermatozoauntuk membuahi sel telur (Pawar dan Kaul, 2011). 
Spermatozoa adalah sel yang sangat special dan diferensiasi 
status akrosomnya bisa dilakukan mulai dengan metode 
pewarnaan  yang sangat dasar atau sederhana seperti trypan blue 
sampai metode yang sangat komplek seperti transmission electro 
microscopy (TEM) (Pawar dan Kaul, 2011). Contoh metode yang 
sederhana adalah menggunakan pewarnaaan dengan methilin blue 
dan pengamatan dilakukan menggunakan mikroskop cahaya 
pembesaran 400 – 1000 kali (Bamba, 1988). 
Evaluasi status akrosom spermatozoa dengan dual staining 
bisa juga dilakukan dengan teknik pengecatan Negrosin-Eosin 
Giesma (NEG) dan pengamatan dilakukan menggunakan 
mikroskop phase contrast pembesaran 1000 kali setelah dberikan 
minyak emersi ( Ax et al., 2008; Tamuli dan Watson, 1994). 
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Spermatozoa hidup ditandai dengan warna merah muda dan 
spermatozoa mati berwarna ungu pada bagian post akrosomnya 
sementara, status akrosomnya bisa diidentifikasi dengan mudah 
dari warna ungu yang kentara pada bagian akrosom spermatozoa 
(Ax et al., 2008; Pawar dan Kaul, 2011; Tamuli dan Watson, 1994).  
Teknik pengecetan yang lain adalah dengan metode “triple 
stain technique” yaitu menggunakan 0,2% Trypan Blue, 0,5% Bismark 
Brown dan Rose Bengal, pengamatan dilakukan menggunakan 
mikroskop phase contrast pembesaran 1000 kali, 5 kategori 
spermatozoa dan status akrosoma teridentifikasi (Ferrari et al., 
2000). 
Metode FITC-Con A yang dikembangkan oleh Nishikimi et 
al. (1997) menyimpulkan bahwa teknik pewarnaan FITC-Con A 
adalah metode yang layak dan dapat diandalkan untuk menilai 
reaksi  akrosom spermatozoa sapi. Metode ini kemudian diadaptasi 
oleh Susilawati (2011), diamati menggunakan mikroskop 
fluorescence pembesaran 400 kali. 
Metode yang lebih kini adalah dengan Flow Cytometer (FC), 
yaitu salah satu instrument untuk penilaian spermatozoa yang 
secara fisik dapat ditampilkan berupa multi warna fluorescence 
sesuai dengan kondisi spermatozoa itu sendiri. Flow cytometer dapat 
juga mendeteksi fluorochromes yang terdapat pada spermatozoa 
sehingga dapat memprediksi potensi dan daya fertilisasi 
spermatozoa dengan cepat, juga menghitung konsentrasi, 
viabilitas, integritas plasma membrane, integritas akrosom dan 
mengukur permaeabilitas dan stabilitas membrane (Hossaini et al., 
2011). 
Membrane merupakan bagian terluar dari spermatozoa dan 
berfungsi untuk melindungi spermatozoa sehingga apabila 
struktur atau fungsi membrannya tidak normal maka spermatozoa 
akan mati. Untuk mengetahui ultra struktur membrane secara lebih 
akurat bisa dilakukan dengan Scanning Electron Microscopy (SEM) 
karena harus dilakukan dengan pembesaran 10.000 kali (Susilawati, 
2011). 
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Malondialdehyde (MDA) dan Superoxide Dismutase (SOD) 
Dalam proses metabolisme dihasilkan beberapa oksidan 
deperti Reaktif Oksigen Spesies (ROS) yang terus menerus 
dibentuk dalam jumlah besar di dalam sel melalui jalur metabolik 
yang merupakan proses biologis normal karena berbagai 
rangsangan, misalnya radiasi, tekanan parsial oksigen (pO2) tinggi, 
paparan zat-zat kimia tertentu, infeksi maupun inflamasi. Apabila 
terjadi ketidak seimbangan antara prosduksi oksidan dan anti 
oksidan, maka akan terjadi stres oksidatif. MDA adalah suatu 
senyawa yang sangat reaktif yang merupakan produk akhir dari 
peroksidasi. 
Peroksidasi lipid dimulai dari membrane, kemudian 
berlanjut dengan terputusnya rantai asam lemak menjadi senyawa-
senyawa antara lain adalah MDA. Demikian pula DNA dan protein 
(enzim, reseptor, albumin dan lain-lain) juga akan mengalami 
kerusakan yang cukup berat. Protein secara structural dan 
enzimatik juga rentan terhadap denaturasi yang dimediasi oleh 
radikal bebas, metabolit oksigen toksik dapat juga secara langsung 
menyerang inti sel yang menyebabkan hidroksilasi, cross-linking 
atau terpotongnya rantai DNA yang berakibat kematian sel atau 
mutasi (Short, 2004). 
Tingginya kadar MDA bisa dijadikan indikasi terjadinya 
stres oksidatif (Stroncek et al., 2000). Jika radikal bebas meningkat 
sementara antioksidan menurun akan terjadi stres oksidatif dan 
selanjutnya diikuti oleh peningkatan kadar MDA sebagai hasil dari 
peroksidasi lipid yang meningkat pula (Short, 2004). 
Superoxide dismutase (SOD) adalah enzymes yang 
memegang peranan sangat penting untuk melindugi sel dari 
pengaruh negatif radikal bebas dalam suatu sistim metabolisme 
makhluk hidup (Kelvin et al., 2005). 
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Penampungan Semen  
Sebelum penampungan semen, kambing jantan dibersihkan 
seluruh bagian perut dan preputiumnya untuk menghindari 
kontaminasi yang berdampak negatif bagi spermatozoa. Setelah itu, 
satu set vagina buatan yang sudah disiapkan diisi air hangat (41 - 
45ºC) denag cara membuka keran yang terdapat ditengah 
selongsong vagina buatan. Pompa tabung vagina buatan 
menggunakan pompa tangan atau ditiup melalui keran yang 
terdapat pada tabung vagina buatan sampai lubang vagina buatan 
mencapai kekenyalan tertentu. Oleskan vaselin secukupnya pada 
1/3 bagian atas vagina buatan menggunakan thermometer sambil 
mengukur suhunya. Setelah vagina buatan siap, dekatkan pejantan 
ke betina pemancing dan biarkan pejantan menaiki betina 
pemancing 3 – 4 kali agar libidonya maksimal. Gelas penampung 
yang berisi semen segar ditutup dengan alumunium foil 
dimasukkan ke dalam gelas berisi suhu 37ºC sebelum diproses lebih 






















Evaluasi semen dilakukan sesuai metode yang dijelaskan 
oleh Ax et al. (2008) dan Evans dan Maxwell (1987). Semen 
dievaluasi secara makroskopis segera setelah penampungan 
meliputi : warna, volume, konsistensi, keasaman dan mikroskopis 
meliputi motilitas massa, motilitas progresif, morfologi, viabiltas, 
serta konsentrasi spermatozoa. Kemudian dilakukan pemeriksaan 
lanjutan secara mikroskopis meliputi integritas membrane, status 
akrosom dan kapasitasi.  
 
a. Warna dan volume semen 
 
Warna semen dilihat langsung begitu semen tertampung. 
Warna semen dibagi menjadi empat kategori yaitu creamy (normal), 
thick creamy (kurang normal) milky (tidak normal) dan claudy atau 
watery (tidak normal). Volume semen bisa dilihaat pada skala yang 




Konsistensi atau tingkat kekentalan semen ditentukan 
dengan cara mengoyang-goyangkan tabung yang berisi semen. Jika 
gerakan permukaan semen di dalam tabung lambat berarti 
konsistensinya kental, sebaliknya jika gerakan semen dipermukaan 
tabung cepat berarti konsistensinya encer. Semen encer tidak 
memenuhi syarat untuk proses lebih lanjut (Ax et al., 2008; Evans 
dan Maxwell, 1987). 
24  |   S e x i n g  S p e r m a t o z o a  K a m b i n g  
c. Keasaman semen 
Mengukur keasaman semen dilakukan dengan cara 
mencelupkan ujung probe pH meter pada semen, skalanya bisa 
dilihat pada angka yang tertera pada pH meter tersebut. pH semen 
kambing yang normal adalah 6,8 – 7,2 (Evans dan Maxwell, 1987). 
 
Evaluasi semen secara mikroskopis 
a. Motilitas massa 
Pengamatan motilitas massa menggunakan mikroskop 
cahaya tanpa cover glass pembesaran 100x atau 200x pada suhu 
yang dijaga konstan 37ºC. standar penilaian motilitas massa 
ditentukan berdasarkan penjelasan Hafez (2008). Gerakan 
spermatozoa dalam satu kelompok yang cenderung bergerak cepat 
secara bersama atau berkelompaok ke satu arah membentuk 
gelombang tebal atau tipis. Kriteria motilitas massa spermatozoa 
yaitu 0, + sampai +++. Standar minimala motilitas massa 
spermatozoa yang memenuhi syarat untuk diproses lebih lanjut 
adalah ++ (Hafez, 2008; Susilawati, 2011). 
 
b. Motilitas individu 
Motilitas spermatozoa segar yang bisa diproses lebih lanjut 
adalah jika motilitas individunya minimal 70% (Hafez, 2008; 
Susilawati, 2011). Motilitas individu spermatozoa diamati segera 
setelah penampungan dan setelah pengenceran. Pengamatan 
motilitas individu dilakukan menggunakan mikroskop cahaya 
pembesaran 400x dengan cara meneteskan satu tetes semen diatas 
permukaan gelas objek ditutup cover glass. Motilitas individu 
ditentukan berdasarkan kriteria sebagai berikut : 0% jika 
Spermatozoa imotil atai tidak terlihat gerakan sama sekali, 50% jika 
spermatozoa bergerak di tempat, atau bergerak melingkar dan 
kurang dari 50% bergerak progresif, 50% - 80% jika spermatozoa 
bergerak secara progresif dan membentuk gerakan massal, 90% jika 
spermatozoa bergerak sangat progresif dan terbentuk gelombang 
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tebal dan 100% jika gerakan sangat progresif dan terbentuk 
gelombang seketika terus menerus (Hafez, 2008). 
 
c. Konsentrasi  
Konsetrasi spermatozoa per unit volume (ml) dihitung 
menggunakan haemocytometer thoma. Caranya, siapkan larutan 
NaCl 3% dengan cara melarutkan 1,5 gr NaCl ke dalam 50 ml 
aquabides (Evans dan Maxwell, 1989) dan dihomogenkan. 
Gunakan mikro pipet untuk mengambil 10µl semen segar dan 
diteteskan semen tadi ke dalam tabung reaksi. Campur semen segar 
tadi dengan 1990 µl larutan NaCl 3% yang berarti bahwa semen 
sudah diencerkan 200x, homogenkan semen dan latrutan NaCl 3% 
dengan cara menggoyang-goyangkan tabung pelan-pelan beberapa 
kali. Ambil 2 µl sempel semen menggunakan mikro pipet dan 
teteskan disisi gelas penutup haemositometer, kemudian 
spermatozoa diamati menggunakan mikroskop cahaya dengan 
pembesaran 400x. 
Hitung spermatozoa pada 5 kotak besar yang setiap 
kotaknya terdiri dari 16 kotak kecil sehingga jumlah seluruh kotak 
yang dihitung adalah 80 kotak kecil. Catat jumlah spermatozoa 
pada 5 kotak besar. Konsentrasi spermatozoa per ml adalah jumlah 
spermatozoa terhitung kalikan ͳͲ଻ (Evans dan Maxwell, 1987). 
 
Pengenceran Semen 
Semen yang layak diproses lebih lanjut adalah : volume 
yang tertera di skala gelas penampung : 0,8 – 2,5 ml. Aroma sperma 
kambing spesifik (khas). Warna krem dan agak keruh, seperti 
segelas susu milk. Konsistensi: tingkat kemoloran ± 0,5 cm. pH :7,0. 
Gerakan masal  ≥ 70% bergerak (++ dan +++). Gerakan individual : 
≥ 70% bergerak. Konsentrasi spermatozoa : ≥ 1,5 x ͳͲ9/ml, 
spermatozoa hidup : ≥ 70%, spermatozoa abnormal : ≤ 20% 
(Susilawati, 2011). 
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Setelah semua syarat tersebut terpenuhi, semen diencerkan 
dengan pengencer perlakuan yang sudah dipersiapkan. 
Pengenceran dilakukan secara bertahap dengan mencampur semen 
dengan pengencer sedikit demi sdeikit dan digoyangkan pelan-
pelan supaya homogen. Konsentrasi spermatozoa untuk setiap 
perlakuan adalah 100 juta/ml pengencer untuk penelitian 
pendahuluan 1 dan 300 juta/ml untuk penelitian 2. 
Direkomendasikan supaya semen encer dibiarkan didalam water 
bath selama 30 menit sebelum dimasukkan ke dalam kulkas supaya 
antibiotic berfungsi secara maksimal. Untuk mencegah stres dingin, 
tabung berisi semen dimasukkan ke dalam water jacket yang sudah 
di equilibrasi sehingga suhu semen akan turun sedikit demi sedikit 
dari 30ºC menjadi 5ºC dalam waktu 1 jam (Hafez, 2008). Cara lain 
adalah, tabung berisi semen perlakuan dimasukkan ke dalam 
beaker glass volume 200 ml yang berisi 50 ml air suhu 18 – 21ºC, 
masukkan ke dalam kulkas sehingga suhu semen di dalam tabung 
akan turun secara gradual menjadi 5ºC dalam waktu 1 jam 
(Menchaca et al., 2011). 
 
Uji Lanjutan 
a. Viabilitas dan abnormalitas  spermatozoa 
Pengamatan viabilitas dilakukan menggunakan teknik 
pewarnaan diferensiasi preparat ulas yang diwarnai eosin-
negrosin. Caranya adalah :  a) Teteskan satu atau dua tetes semen 
sampel pada pinggir gelas obyek, kemudian teteskan satu atau dua 
tetes zat warna eosin di atas semen yang sudah di teteskan 
sebelumnya, homogenkan semen dengan eosin secara hati-hati 
menggunakan ujung mikro pipet, b) letakkan ujung gelas obyek 
yang lain di atas campuran semen dan eosin, tarik terdikit ke 
belakang sehingga campuran semen dan eosin akan menyebar 
merata pada ujung gelas obyek, miringkan gelas obyek 45º 
kemudian dorong gelas obyek tadi ke depan sehingga akan 
mengahasilkan preparat oles yang merata pada seluruh permukaan 
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gelas obyek, kemudian dikeringkan, c) setelah kering, spermatozoa 
dievaluasi menggunakan mikroskop cahaya yang dihubungkan 
dengan monitor dengan pembesaran 400x. Spermatozoa yang mati 
akan menyerap warna sehingga akan berwarna ungu sedangkan 
spermatozoa yang hidup tidak menyerap warna sehingga tidak 
berwarna (transparan) (Evans dan Maxwell, 1987; Susilawati, 2011). 
Cara menentukan viabilitas spermatozoa adalah 
menghitung spermatozoa mati dan hidup beberapa lapang 
pandang di bawah mikroskop menggunakan hand counter sampai 
dibagi 200 x 100%. Demikian juga cara menghitung spermatozoa 
yang abnormal. Spermatozoa abnormal dibedakan menjadi 5 
kategori yaitu : tidak ada ekor, kelainan pada kepala spermatozoa, 
kelainan bentuk ekor, kelainan bentuk ekor dengan adanya 
sitoplasmik droplet pada bagian proksimal dan terakhir bentuk 
abnormal pada ekor dengan distal droplet (Susilawati, 2011). 
 
b. Penilaian integritas plasma membrane spermatozoa 
Persiapan dan cara kerja pemeriksaan integritas membrane 
spermatozoa dilakukan seperti dijelaskan Susilawati (2011) yang 
merupakan modifikasi  dari beberapa referensi sabagai berikut. 
Pertama, 1 ml larutan hipoosmotik 150 m osmol (7,35 g natrium 
sitrat, 2H2O), 13,52 g fruktosa dilarutkan dalam 1000 ml aquabides) 
dan masukkan ke dalam tabung reaksi berisi larutan hipoosmotik 
tadi dan diinkubasi pada suhu 37ºC selama 40 menit. Setelah 
inkubasi, satu tetes semen sampel diperiksa menggunakan 
mikroskop cahaya dengan pembesaran 400x. Perubahan yang akan 
terjadi adalah adanya pembengkakan atau ekornya melingkar pada 
bagian ujungnya. Dua ratus spermatozoa dihitung untuk 
karateristik ekornya (melingkar) yang mengidentifikasikan 
keutuhan plasma membrannya (Ahmad et al., 2003; Jeyendran et al., 
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c. Penilaian status akrosom 
Penilaian status akrosom dilakukan menggunakan metode 
pengecetan yang dikembangkan oleh Nishikawa (1997) dan 
disempurnakan oleh Susilawati (2000) sebagai berikut. Pertama 
fiksasi spermatozoa dengan 4% formal dehyde kemudian dicuci 
dengan 3 ml PBS dan disentrifuse selama 10 menit pada 1500 rpm. 
Buang supernatannya, sedangkan peletnya dicampur (stain) 
dengan 0,1 ml FITC Con A yang mengandung 10 µg/ml dalam PBS 
dulbeccos. Proses staining dilakukan selama 25 menit pada suhu 
ruangan, kemudiaan dicuci dengan cara disentrifugasi 2 kali 10 
menit pada 1500 rpm, setelah proses pencucian selesai, 
supernatannya dibuang dan pellet atau sedimen yang tersisa 
dioleskan pada flow labs slide, tetesi dengan gliserol 90%. Flow labs 
slide diamati menggunakan mikroskop epifluorescence (Cart Zeis 
Jerman) dengan excitation B (490 nm dengan emisi 525 nm) untuk 
mengudentifikasi fluorescen pada spermatozoa hasil FITC. 
 
d. Penilaian status kapasitasi   
Status kapasitasi, reaksi akrosom dan non kapasitasi semen 
perlakuan dilakukan setelah pengenceran dan setiap 24 jam 
berikutnya sampai jam ke 96 atau 4 hari. Teknis penilaian dilakukan 
sesuai dengan prosedur yang dijelaskan oleh Sumitro dan 
Susilawati (1998) yaitu dengan teknik pewarnaan Chlortertracyline 
staining (CTC) dengan proses sebagai berikut : 
1) Masukkan 10 µl semen segar atau smen perlakuan kedalam 
tabung eppendorf yang telah dibungkus aluminium foil, 
kemudian tambahkan 45 µl pewarna CTC, larutan semen dan 
CTC divorteks selama 1 menit, setelah itu tambahkan 8 µl CTC 
fixative dan divorteks lagi selam 1 menit. 
2) Ambil 10 µl larutan yang sudah dibuat pada pon 1 
menggunakan  mikro pipet dan teteskan di atas gelas obyek, 
teteskan 10 µl larutan DABCO diatas larutan tadi dan 
homogenkan mengguunakan ujung mikro pipet, tutup dengan 
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gelas penutup dan tekan hati-hati menggunakan jempol tangan 
yang dilapisi tisu secukupnya. Rekatkan pinggir gelas pebutup 
menggunakan cutex (Fraser dan McDermott, 1992). 
3) Penilaian status kapasitasi dilakukan menggunakann 
mikroskop epi-fluorescence (Carl Zeis Jerman) menggunakan 
sumber cahaya ultra violet.  
4) Ada tiga perbedaan fluorescent yang bisa diidentifikasi dari 
spermatozoa dengan pewarnaan CTC yaitu a. fluorescence 
akan terdistribusi secara merata pada seluruh bagian kepala 
spermatozoa, b. fluorescence akan terkonsentrasi pada daerah 
post acrosomal dan, c. fluorescence akan terkonsentrasi pada 
daerah akrosomal (Kaul et al., 1997). Jika keseluruhan kepala 
spermatozoa berwarna terang bererti spermatozoa belum  
kapasitasi, jika setengah bagian atas kepala spermatozoa 
berwarna terang berarti spermatozoa telah mengalami 
kapasitasi dan jika hanya bagian tengah saja dari kepala 
spermatozoa berwarna terang berarti spermatozoa telah 
mangalami reaksi akrosom (Susilawati, 2011). 
 
Pemeriksaan Kadar SOD dan MDA  
Pemeriksaan kadar/aktifitas superoxide dismutase (SOD) 
dilakukan di Laboratorium Faal, Fakultas Kedokteran, Universitas 
Brawijaya, Malang dengan metode Xanthine oxidase. Sampel 
diperiksa menggunakan spectrophotometer pada panjang gelombang 
nm. Hasil perhitungan dipresentasikan dalam U/ml nitrite unit. 
Kandungan MDA diukur dengan metode thibarbituric acid pada 
panjang gelombang  532 nm. Hasil pengukurannya dipresentasikan 
dalam ng/ml protein. Metode dan langkah pelaksanaan dan 
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Observasi Morfologi Spermatozoa  
Dilakukan untuk menentukan tipe kerusakan struktur 
spermatozoa secara detil menggunakan scanning electron 
microscopy (SEM) dengan pembesaran sesuai kebutuhan sehingga 
dapat memperjelas alas an penyebab kerusakan akibat proses 
perlakuan. Persiapan pengamatan ultrastruktur spermatozoa 
dengan SEM dilakukan dengan cara sebagai berikut. 
Spermatozoa yang sudah mengalami proses pencucian 
dimasukkan ke dalam larutan fiksasi glutaraldehyde 2% selama 2 – 
3 jam pada suhu 4ºC, kemudian disentrifuse selama 15 menit 
dengan kecepatan rendah. Kemudian, cuci dengan larutan 
phosphate buffer pH 7,4 pada suhu 4ºC selama 5 menit dan 
disentrifuse dengan kecepatan rendah selama 15 menit. Ulangi 
proses pencucian sebanyak 3 kali. Sedimennya difiksasi dengan 
larutan osmic acid 1% selama 1 – 2 jam pada suhu 4ºC, disentrifuse 
lafi dengan kecepatan rendah selama 15 menit. Selanjutnya, ulangi 
proses pencucian dengan larutan phosphate buffer pH 7,4 seperti 
dilakukan sebelumnya. 
Setelah proses pencucian yang kedua, sampel semen 
didehidrasi dangan alkohol 30%, 50% dan 70% masing-masing 
selama 15 – 20 menit pada suhu 4ºC, kemudian disentrifuse lagi 
dengan kecepatan rendah selama 15 menit. Dehidrasi kedua 
dilakukan dengan alkohol 80%, 90% dan absolut sebanyak dua kali 
selama 15 – 20 manit pada suhu ruangan, sentrifuse lagi dengan 
kecepatan rendah selama 10 – 20 menit. Setelah sentrifuse, alkohol 
diganti dengan amyl acetate sebagai pengawet spermatozoa sampai 
menunggu waktu pengeringan. 
Sampel spermatozoa yang akan dikeringkan diambil 
menggunakan pipet Pasteur dan diteteskan pada obyek glas 
ukuran 16 mm² yang sudah disetrilisasi dangan alkohol 70%. 
Selanjutnya dikeringkan dengan alat Critical Point Drying (CPD). 
Setelah proses pengeringan selesai, dilakukan penempelan pada 
stub menggunakan lem khusus, kemudian dilapisi dengan emas 
S e x i n g  S p e r m a t o z o a  K a m b i n g   |  31 
murni atau karbon dangan alat Vacuum Evaporator. Sampel 
spermatozoa siap diamati menggunakan SEM dengan pembesaran 
yang diinginkan. 
 
Analisa Intak Acrosome  
Pengamatan status reaksi akrosom dengan menggunakan 
fluorochrome fluoresceine isothiocyanate-conjugated peanut 
agglutinin (FITC-PNA) dengan menggunakan filter cubenya : WB -
#2, dichrocic mirror DM500, excitation filter BP450-480, barrierfilter 
BA 515. 
Uji akrosom reaksi (AR) adalah variable yang stabil untuk 
melihat fungsi spermatozoa (9,10) akan tetapi tidak dapat 
diginakan untuk memprediksi keberhasilan fertilisasi, tetapi 
digunakan untuk penelitian kontrasepsi pria (10) dan efek makanan 
dan obat terhadap toxic pada ginad (11). Uji ini berdasar pada 
fisiologi spermatozoa dan melibatkan kapasitasi dan reaksi 
akrosom. Saat kapasitasi adalah suatu bagian dari reaksi akrosom 
yang disertai dengan keluarnya enzyme oflytic dan pemaparan 
pada reseptor membrane yang akan penetrasi ke zona pelusida dan 
untuk fusinya oolema (12) 
Untuk mengamati status akrosom dan viabilitas, 
dikembangkan suatu bahan reagen yang dapat mengamati status 
akrosom pada target bagian akrosom pada kepala spermatozoa 
yaitu fluorescein isothiocyanate-conjugated peanut agglutinin – 
FITC-PNA. Berdasarkan pewarnaan dengan menggunakan FITC-
PNA pada masing-masing perlakuan. Hal ini menunjukkan bahwa 
pada seen segar terdapat 69,16 ± 8,85 spermatozoa yang utuh, hal 
ini menunjukkan spermatozoa dalam keadaan segar masih banyak 
utuh tudung akrosomnya. Sedangkan pada semen beku terjadi 
peningkatan jumlah spermatozoa yang pada ½ ujung kepalanya 
berpendar, hal ini menunjukkan bahwa pada proses pembekuan 
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mentriger terjadinya reaksi akrosom atau tudak intaknya tudung 
akrosom, walau hanya sedikit yang mengalami reaksi akrosom. 
Spermatozoa hasil sexing dengan menggunakan 
sentrifugasi gradient densitas percoll juga mempunyai trend sama 
denga sexing dan pada yang populasi spermatozoa Y yang 
spermatozoa utuh lebih sedikit dibandingkan yang reaksi akrosom 
atau tidak adanya tudung akrosom trend yang sama terjadi pula 
pada perlakuan sexing dengan metode sedimentasi albumin putih 
telur, hal tersebut menunjukkan bahwa spermatozoa lebih rentan 
dalam lepasnya tudung akrosom dibandingkan spermatozoa X, 
atau kemungkinan efek dari sentrifugasi lebih terasakan pada 
spermatozoa Y dibandingkan spermatozoa X. 
Sexing menggunakan XPT membrane sel spermatozoa 
memliki persentase atom Carbon dan Oxygen lebih tinggi 
dibandingkan control, sexing YPT maupun Y percoll. Diantara 
ketiga perlakuan (XPT, YPT, dan Kontrol), sexing dengan 
menggunakan Y percoll menyebabkan membrane sel spermatozoa 
memiliki persentase atom carbon paling rendah. Atom oxygen pada 
keempat perlakuan, menunjukkan bahwa perlakuan YPT memiliki 
atom oxygen lebih rendah. Molekul utama penyusun membrane 
plasma adalah lipid dan protein, yang penyusun utamanya adalah 
atom carbon dan oxygen dan hydrogen (Cooper, 2002). 
Adanya perbedaan persentase atom yang terdapat pada 
membrane sel masing-masing perlakuan bisa disebabkan karena 
adanya kerusakan molekul-molekul penyusun membrane plasma. 
Pada penelitian terdahulu didapatkan bahwa sexing spermatozoa 
dapat meningkatkan kapasitasi dan reaksi akrosom. Bronson et al 
(2000) dalam penelitinnya menemukan bahwa Vibronectin 
merupakan salah satu protein yang diekspresikan lebih tinggi pada 
membrane plasma spermatozoa manusia ketika reaksi ekspersi 
protein 33 kD ketika terjadi kapasitasi. Pengaruh fisik pada 
spermatozoa sebagai contohnya pembekuan dapat menyebabkan 
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relokasi beberapa protein antara lain protein GLUT 3 (Sancho, 2007) 
pada babi lberian.  
Berdasarkan uraian diataas dapat dikatakn bahwa 
perbedaan persentase Carbon dan Oxygen bisa disebabkan karena 
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Inseminasi Buatan (IB) dikembangkan untuk dapat 
menghasilkan keturunan dalam jumlah yang banyak dari seekor 
pejantan unggul, dan untuk memudahkan pelaksanaan IB maka 
dikembangkan metode penyimpanan semen (Hafez, 2008). 
Industry IB menggunakan semen beku telah berlangsung lebih dari 
30 tahun di Amerika, begitu juga di Indonesia bahwa semen beku 
merupakan semen yang paling banyak digunakan untuk teknik IB. 
dewasa ini banyak peneliti yang mengembangkan semen cair 
dikarenakan semen beku memiliki kekurangan antara lain 
rendahnya fertilitas semen beku serta membutuhkan container dan 
N2 cair dalam penyimpanan dana pendistribusian semen beku 
(Vishwanath And Shannon, 2000). 
Semen cair adalah semen segar yang telah ditambahkan 
pengencer kemudian disimpan pada suhu 4-5°C dan dapat 
digunakan dalam jangka waktu 3-4 hari. Prinsip utama 
penyimpanan semen cair adalah menekan dan menghambat 
metabolism spermatozoa agar dapat mempertahankan motilitas 
selama beberapa hari (Priastomo dkk., 2009). Bearden, Fuquay, 
Willard (2004) menyatakan untuk mendapatkan angka 
kebuntingan yang optimal membutuhkan 10 x 106 sperma motil 
pada semen cair sedangkan untuk semen beku membutuhkan 15 x 
106 sperma motil. Diperkuat Vishwanath and Shannon (2000) 
menyatakan salah satu keuntungan penggunaan semen cair yaitu 
satu juta spermatozoa pada semen cair yag digunakan dalam IB 
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sebanding dengan 15 juta spermatozoa pada semen beku dengan 
fertilitas yang sama. 
Semen cair juga memiliki kekurangan antara lain terjadinya 
efek kejut dingin sehingga menurunkan kualitas semen cair. Kejut 
dingin terjadi karena adanya penurunan suhu secara mendadak 
yang akan menurunkan viabilitas sel. Tindakan untuk mengurangi 
kejutan dingin dengan cara menambahkan krioprotektan seperti 
gliserol, kuning telur, skim, dan air kelapa ( Gazali dan Tambing, 
2002). 
Prinsip dasar pengembangan penyimpanan sperma-tozoa 
adalah bahwa daya hidup spermatozoa selama perpanjangan 
waktu penyimpanan berkorelasi terbalik dengan aktivitas 
metabolismenya, maka dikembangkan teknik penyimpanan semen 
pada suhu rendah yaitu suhu 4-5°C dalam refrigerator, dan pada 
suhu beku dalam nitrogen cair (Vishwanath And Shannon, 2000). 
Keuntungan penyimpanan semen beku diantaranya yaitu 
waktu penyimpanan tidak terbatas dengan suplai nitrogen cair 
yang baik (Hafez, 2008), memungkinkan untuk distribusi semen ke 
seluruh dunia (Foote and Parks, 1993). Penyimpanan semen beku 
dapat mempengaruhi kualitas spermatozoa, disebabkan karena 
cold shock dan pembentukan Kristal es. Pengaruh utama cold shock 
terhadap spermatozoa adalah penurunan motilitas dan daya hidup, 
perubahan permeabilitas dan perubahan komposisi komponen 
lipid seperti fosfolipid dan kolesterol yang sangat berperan dalam 
mempertahankan integritas struktur membrane plasma (Weitze & 
Petzoldt 1992, White 1993). Proses pembekuan yang tidak 
sempurna dapat menyebabkan pembentukan Kristal es pada sel 
spermatozoa sehingga terjadi penumpukan elektrolit di dalam sel 
dan menyebabkan sel mengalami kerusakan secara mekanik 
(Watson, 2000). Penyimpanan semen beku juga menjadi kendala 
bagi Negara-negara yang keberadaan nitrogen cairnya tidak 
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kontinyu. Dalam hal ini penggunaan semen cair dapat dijadikan 
sebagai alternative untuk pelaksanaan IB. 
Keuntungan semen cair diantaranya yaitu adalah prosesnya 
lebih mudah tanpa memerlukan nitrogen cair, transportasinya lebih 
mudah dan dapat digunakan pada lokasi yang cukup jauh karena 
spermatozoanya bisa bertahan 2-4 hari. Keuntungan yang utama 
dari teknologi penyimpanan semen cair adalah jika kejadian 
penurunan fertilitas pada penyimpanan 5°C atau suhu kamar dapat 
ditiadakan atau direduksi (Vishwanath And Shannon, 2000). 
 
Syarat Pengencer Semen 
Pengencer yang baik adalah pengencer yang mampu 
mempertahankan kualitas semen. Syarat pengencer yang baik 
adalah (1) bahan tidak bersifat toxic terhadap spermatozoa, (2) 
mengandung sumber energy, (3) Bersifat isotonis, (4) Mengandung 
buffer untuk mencegah perubahan pH akibat pembentukan asam 
laktat pada metabolisme spermatozoa, (5) melindungi dari 
pengaruh pendinginan secara cepat (6) menghambat pertumbuhan 
bakteri (7) meningkatkan volume (8) melindungi spermatozoa dari 
suhu beku (Sussilawati, 2011). Selain itu Feradis (2010) pengencer 
yang baik hendaknya murah, sederhana dan praktis tetapi 
mempunyai daya preservasi yang tinggi, pengencer harus memiliki 
sifat fisik dan kimia yang hamper sama dengan semen, pengencer 
harus tetap mempertahankan dan tidak membatasi daya fertilisasi 
spermatozoa dan pengencer harus memberi kemungkinan 
penilaian spermatozoa sesudah pengenceran. 
Jenis pengencer mempengaruhi kualitas spermatozoa 
Umiasih, Affandy, Wijono (1999) melaporkan bahwa jenis 
pengencer yang berbeda mempengaruhi motilitas dan daya tahan 
hidup spermatozoa. Perbedaan ini didasarkannatas kekuatan 
pengencer untuk mempertahankan kualitas spermatozoa. Widjaya 
(2011) spermatozoa supaya dapat bertahan hidup, pengencer harus 
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memiliki kandungan penyangga yang dapat menatralisir hasil 
metabolism seperti asam laktat. Metabolism ini mengakibatkan 
penimbunan sisa metabolism, penurunan pH dan kehabisan bahan 
keerluan metabolisme. Spermatozoa mati akibat meningkatnya 
suhu semen yang mengakibatkan kecepatan metabolism dan 
aktifitas spermatozoa. Motilitaas yang cenderung menurun diduga 
kondisi ini terjadi perubahan pH oleh karena itu pengencer harus 
memiliki sifat sebagai penyangga. Penyangga yang digunakan 
antara lain penyangga sitrat dan tris yang mampu 
mempertahankan pH dari kejut dingin sehingga pH tidak 
mengalami penurunan akibat asam laktat yang berpengaruh 
terhadap motilitas spermatozoa. 
 
Pengencer Cauda Epididymal Plasma 2 (CEP-2) 
 
Pengencer Cauda Epididymal Plasma 2 (CEP-2) 
dikembangkan karena adanya fakta bahwa spermatozoa dapat 
disimpan selama 30-45 hari didalam kauda Epididimis tanpa efek 
negative terhadap kemampuan memfertilisasi sel telur (Asmarinah, 
2010). Kauda epididymis dicirikan dengan pH yang rendah, 
tekanan hiperosmotik cairan, konsentrasi spermatozoa yang tinggi, 
tegangan oksigen yang rendah dan perbandingan ion Na+/K+ 
yang rendah. Komposisi kimia yang terdapat dalam pengencer 
CEP-2 berupa NaCl, KCl, CaCl2(H2O)2, MgCl2(H2O)6, NaHCO3, 
NaH2PO4, KH2PO4, Fruktosa, Sorbitol, BSA, Tris, Gentamicin dan 
asam sitrat, dengan osmolaritas sebesar 320 mOsm dan pH 6,6 
(Verberckmoes et al, 2004). 
Ekstrak fruktosa dan tris dalam CEP-2 berperan untuk 
menjaga suplai energy, sebagai buffering capacity. Asam sitrat dan 
fruktosa pada pengencer CEP-2 menggantikan glukosa sebagai 
substrat energy bagi spermatozoa. Sorbitol berperan untuk 
meningkatkan osmolarits agar sama seperti osmolaritas pada 
plasma kauda epididymis dan menyediakan subntrat alami sebagai 
energy cadangan bagi sperma-tozoa pada kondisi aerob. BSA 
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dalam CEP-2 berperan sebagai komponen makromolekul berfungsi 
untuk mencegah masuknya ion Ca2+ ke dalam spermatozoa 
(Verberckmoes et al, 2004). 
Albumin yang terkandung dalam BSA mampu mengikat 
ion Ca2+ pada membrane plasma memungkinkan membrane 
untuk lebih efektif dalam mengatur pergerakan ion Ca2+ melewati 
membrane dan menghambat akumulasi Ca2+ intraseluler ke 
tingkat yang toksik bagi spermatozoa, sehingga viabilitas dan 
motilitas spermatozoa dapat dipertahankan (Landim-Alvarenga 
dkk., 2004). Penambahan kuning telur pada pengencer CEP-2 
berpebgaruh terhadap motilitas dan viabilitas spermatozoa 
Limousin selama penyimpanan pada suhu 4-5°C. Konsentrasi 
kuning telur terbaik adalah 20% dalam mempertahankan motilitas 
(44,25±3,92%) dan viabilitas (87,46±5,40%) spermatozoa sapi 
Limousin setelah penyimpanan pada hari ke-8 pada suhu 4-5°C 
(Nurducha dkk, 2013). 
 
Kuning Telur di Dalam Pengencer 
Kuning telur mengandung 68% low density lipoprotein 
(LDL), 16% high density lipoprotein (HDL), 10% livetins dan 4% 
phosvitins. LDL memiliki berat jenis 0,98 dengan 83-89% lipid dan 
11-17% neutral lipid (trigliserida dan kolesterol) dan 26% fosfolipid. 
Kuning telur mengandung substansi protektif berupa lesitin dan 
lipoprotein. Lesitin secara alamiah ditemukan pada telur dalam 
jumlah 0,39% (Permatasari, Samsiadin, dan Permatadewa, 2013) 
Lesitin dan lipoprotein yang dalam kuning telur memiliki 
molekul-molekul besar yang tidak dapat menembus membrane 
speddmatozoa dan berfungsi untuk melindungi dan mem-
pertahankan integritas selubung lipoprotein spermatozoa 
(Susilawati, 2002). CEP-2 dengan suplementasi 20% kuning telur 
sebagai pengencer semen cair, menunjukkan dapat mempertahan-
kan motilitas dan viabilitas spermatozoa. Penggunaan CEP-2 
dengan suplementasi kuning telur dapat melindungi spermatozoa 
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terhadap serangan ROS, melindungi integritas membrane dan 
mempertahankan spermatozoa non kapasitasi, mempertahankan 
keutuhan ultras struktur, dan kemampuan spermatozoa untuk 
memfertilisasi oosit (Ducha, 2012). Afiati, B. Tappa, dan 
Djuarsawidjaja (2003) menyatakan bahwa nutrisi yang lengkap 
serta kandungan kuning telur dapat menunjang motilitas 
spermatozoa dan melindungi spermatozoa dari efek cold shock 
selama penyimpanan. 
 
Preparasi Pengencer Semen 
Pengancer CEP-2 dikembangkan oleh Verberckmoes et al. 
(2004) komposisi CEP-2 terdapat pada Tabel 4. 
Tabel 4. Komposisi penyusun pengencer CEP-2 (Verberckmoes et 
al., 2004) 
BAHAN Unit 
NaCL 15 mmol/l 
KCL 7 mmol/l 
CaCl2(H2O)2 3 mmol/l 
MgCl2(H2O)6 4 mmol/l 
NaHCO4 11,9 mmol/l 
NaH2PO4 8 mmol/l 
KH2PO4 20 mmol/l 
Fruktosa 55 mmol/l 
Sorbitol 1 g/l 
Tris 133,7 mmol/l 
Gentamicin 0,05 g/l 
Asam sitrat 42,9 mmol/l 
pH 6,6 
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Proses pembuatan dilakukan dengan cara mencampur 
bahan-bahan yang terdapat pada tabel dengan deionize water (DI) 
menggunakan magnetic stirrer, kecuali BSA ditambahkan ketika 
CEP-2 akan digunakan dengan perhitungan tiap 250 ml 
ditambahkan 0,59 g BSA. Kemudian dilakukan adjust pH 

















































 Penggunaan pengencer semen mengguanakan kuning telur 
mempunyai resiko higenis dan sulit distandarisasikan. Walaupun 
pengencer semen tanpa kuning telur sudah tersedia tetapi 
pengencer dengan kuning telur masih secara luas digunakan untuk 
pembukaan semen (Nehring dan Rothe, 2003). 
 Menurut Hafez (2008) terdapat metode yang tepat untuk 
memisahkan spermatozoa X dan Y pada hewan dan manusia yang 
cukup valid untuk diterakan dan diaplikasikan, yaitu separasi 
dengan albumin yang menghasilkan 75-80% spermatozoa Y. Saili et 
al, (2000) menambahkan, pemisahan spermatozoa menggunakan 
kolum albumin pada putih telur merupakan metode yang mudah 
diterapkan di lapang, mudah diperoleh dan terjangkau. Albumin 
pada putih telur juga berfungsi efektif terhadap upaya pengbahan 
rasio alamiah spermatozoa X dan Y serta mempertahankan dan 
mengurangi penurunan kualitas dan kuantitas spermatozoa selama 
proses pemisahan. 
Susilawati et al, (2002) melaporkan bahwa pemisahan 
spermatozoa dengan metode kolom albumin didasarkan pada 
perbedaan motilitas spermatozoa X dan Y. Prinsip dari metode ini 
adalah membuat medium yang berbeda keonsentrasinya, sehingga 
spermatozoa yang mempunyai motilitas tinggi (Spermatozoa Y) 
akan mampu menembus konsentrasi medium yang lebih pekat 
sedangkan spermatozoa X akan tetap berada pada medium yang 
mempunyai konsentrasi rendah. Putih telur mengandung avidin 
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dan lysozyme yang merupakan agen anti bakteri, sehingga 
spermatozoa hasil pemisahan menggunakan gradient putih telur 
mampu mempertahankan motilitas (38% pada lapisan atas dan 40% 
pada lapisan bawah) dan viabilitas. Albumin juga mampu 
mencegah menurunnya motilitas spermatozoa hasil sexing, yaitu 
dengan menghambat peroksidasi lipid pada membrane 
spermatozoa (Armstrong et al., 1998). 
Pemisahan spermatozoa menggunakan albumin putih telur 
mudah diaplikasikan, akan tetapi diisi lain menggunakan metode 
ini memiliki kelemahan yaitu menyebabkan kerusakan struktur 
dan fungsi membrane spermatozoa. Kerusakan membrane plasma 
spermatozoa setelah proses sexing menggunakan albumin (putih 
telur) telah dilaporkan oleh Saili et al., (2000) dan Afiati (2004). Hasil 
pengamatan integritas membrane spermatozoa menggunakan 
hypoosmotic swelling test (HOST) memperlihatkan adanya 
penurunan persentase membrane plasma utuh spermatozoa yang 
diakibatkan oleh proses pemisahan dan pencucian. Kerusakan 
membrane plasma spermatozoa pada proses sentrifugasi saat 
pencucian lebih disebabkan oleh faktor fisik, sedangkan pada 
proses pemisahan lebih disebabkan oleh faktor kimiawi (Saili et al., 
2000 dan Sianturi et al., 2007). 
Menurut Susilawati (2005), proses sentrifugasi 
menyebabkan  gesekan antar spermatozoa dan antara spermatozoa 
dengan medium pemisah yang mengakibatkan kerusakan struktur 
membrane dan gangguan metabolism. Dow dan Bavister (1989) 
menambahkan, serum albumin mampu mengikat dan 
menghilangkan kolesterol dan ion zink yang berfungsi menstabil-
kan membrane plasma spermatozoa. Hilangnya kolesterol dari 
membrane plasma spermatozoa dan terjadinya kerusakan 
membrane akibat sentrifugasi dapat mempengaruhi integritas 
membrane yang menyebabkan perubahan system regulasi ion pada 
membrane. Keadaan ini mengaakibatkan transport ion kalsium 
kedalam dan ke luar sel tidak normal, sehingga konsentrasi ion 
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kalsium intraseluler meningkat (Berg, 2005). Peningkatan Ca2+ 
intraseluler ini dapat menginduksi kapasitasi dan reaksi akrosom 
spermatozoa lebih awal (Sonjaya et al., 2005). Pengamatan 
kapasitasi dan evaluasi status akrosom pada spermatozoa 
dilakukan menggunakan pewarnaan Chlorotetracycline (CTC) dan 
FITC Concanavalin A (Susilawati, 2011). 
Beberapa penelitian pemisahan spermatozoa pada sapi 
menggunakan kolom albumin putih telur yang telah dilakukan 
dengan bahan pengencer bracket and Oliphant (BO) (Saili et al., 
2000 dan Afiati, 2004), tris aminomethan dan tris aminomethan 
kuning telur (Susilawati et al., 2002 dan Pratiwi et al., 2005). Hasilnya 
menunjukkan bahwa spermatozoa yang dipisahkan menggunakan 
media BO mengalami penurunan persentase motilitas akibat proses 
pencucian yang berakibat pada pengurangan konsentrasi plasma 
semen dan menggantinya dengan media BO. Glukosa yang 
terdapat dalam media BO kurang mampu menyediakan sumber 
energy bagi spermatozoa. Pengencer tris aminomethan kuning 
telur mampu mempertahankan kualitas spermatozoa hasil 
pemisahan dibandingkan tris aminomethan. Hal ini dikarenakan 
dalam kuning telur ,engandung sumber-sumber nutrisi bagi 
spermatozoa. Kuning juga mengandung lipoprotein dan lecithin 
yang mampu melindungi dan mempertahankan integritas 
selubung lipoprotein sel spermatozoa. 
Bahan penggencer yang ditambahkan dalam semen 
bertujuan untuk memperbanyak volume semen, menyediakan 
nutrisi, bersifat buffer dan sebagai pelindung spermatozoa. Proses 
pemisahan spermatozoa X dan Y membutuhkan bahan pengencer 
semen yang dapat mempertahankan kualitas spermatozoa 
(Susilawati et al., 2002). Andromed® merupakan salah satu 
pengencer komersial berbahan dasar tris yang tidak menggunakan 
sumber protein asal hewan, sehingga tidak mempunyai resiko 
kontaminasi mikroorganisme (Setiadi et al., 2006). Andromed® 
mengandung tris hydraxyaminomethane sebagai buffer, gula 
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sebagai sumber  energy, gliserol sebagai krioprotektan untuk 
melindungi spermatozoa dari cold shock dan antibiotic untuk 
mencegah pertumbuhan bakteri (Yulnawati et al., 2008). Pengencer 
Andromed® dapat menghasilan motilitas dan ketahanan 
spermatozoa yang lebih baik jika dibandingkan dengan pengencer 
tris kuning telur (Susilawati, 2011). 
 
Prosedur pembuatan pengencer : 

















Homogenisasi 10 menit menggunakan stirrer 
Sentrifugasi ke-1 : 1500 rpm 30 menit 
Diambil Supernatan 
Sentrifugasi ke-2 : 1500 rpm 30 menit 
Diambil Supernatan 
PO : Penegncer Kontrol 
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 Persentase motilitas spermatozoa di bawah 40 % 
menunjukkan nilai semen yang kurang baik dan berhubungan 
denga infertilitas karena kebanyakan pejantan fertile mempunyai 
50-80% spermatozoa yang motil aktif progresif (Toelihere, 1993). 
Belum ada standar nasional yang mengatur mengenai standar 
motilitas semen segar untuk semen cair, namun Susilawati (2000) 
menyatakn semen yang mempunyai persentase motilitas di atas  
70% lebih tahan hidup dibandingkan bila lebih rendah dari 70%. 
Rataan konsentrasi semen segar 1004±218,71 juta/ml sudah sesuai 
dengan standar yaitu di atas 1000 juta/ml (Susilawati, 2000). 
Rataan viabilitas spermatozoa adalah 77,71±3,11%, viabilitas 
semen tersebut termasuk kedalam kategori sangat baik karena 
viabilitas di atas 70% dan masih dianggap baik jika memiliki 
kisaran nilai antara 50-69% (Lopes, 2002). Rata-rata nilai 
abnormalitas 8,76±2,16% masih tergolong baik dan memenuhi 
kriteria semen yang baik. Tambing dkk (2000) menyatakan 
persentase abnormal tidak boleh lebih dari 15%, sedangkan Garner 
dan Hafez (2008) menyatakan bahwa abnormalitas spermatozoa 
tidak boleh melebihi 20%.  
Kuning telur yang ditambahkan dalam pengencer CEP-2 
mengandung substansi protektif berupa lesitin dan lipoprotein 
(Aku et al., 2005). Lesitin dan lipoprotein di dalam kuning telur 
memiliki molekul-molekul besar yang tidak dapat menembus 
membrane sel spermatozoa dan berfungsi untuk melindungi dan 
mempertahankan integritas lipoprotein penyusun membrane 
spermatozoa (Susilawati, 2002; Yamashiro et al., 2006) dan 
melindungi spermatozoa dari cold shock (Pangestu, 2002). 
Keberadaan 20% kuning telur dalam pengencer CEP-2 dapat 
melindungi spermatozoa dan mempertahankan kualitas 
spermatozoa selama 8 hari penyimpanan dan mempengaruhi 
kemampuan memfertlisasi (Ducha et al., 2012). Komponen utama 
yang mampu memberikan perlindungan bagi spermatozoa adalah 
low density lipoprotein (Bergeron dan Manjunath, 2006; Briand-
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Amirat et al., 2007; Vera-Munoz et al., 2010 dalam Ducha et al., 2012), 
fosfolipid (Evan dan Setchell, 1978; Graham dan Foote, 1987 dalam 
Duv=cha et al., 2012) dan kolesterol (Parks et al., 1981 dalam Ducha 
et al., 2012). Low Debsity Lipoprotein (LDL) terikat pada membrane 
sel melindungi spermatozoa dari cold shock (Vera-Munoz et al., 
2011) dan lesitin (Fosfatidilkolin) terdapat pada bagian 
ekstraselular membrane spermatozoa, memiliki fungsi untuk 
melindungi dan mempertahankan integritas selubung spermatozoa 
(Hammadeh et al., 2001). 
Pada kuning telur mengandung karbohidrat 0,6% 
(Manjunath et al., 2002 dalam Arifiantini et al., 2010). Karbohidrat 
dapat dimetabolisisr menjadi energy berupa adenosine 
triphosphate (ATP). Adenosine triphosphate tersebut selanjutnya 
dimanfaatkan oleh spermatozoa dalam proses pergerakannya 
(Parera dkk., 2009). Motilitas (daya gerak) spermatozoa sangat 
bergantung pada suplai energy berupa ATP hasil metabolism. 
Metabolisme sendiri akan berlangsung dengan baik apabila 
membrane plasma sel berada dalam keadaan utuh, sehingga 
mampu dengan baik mengatur lalu lintas masuk dan keluar sel 
substrat dan elektrolit yang dibutuhkan dalam proses metabolisme 
(Rizal, 2006). Penurunan motilitas disebabkan ole semakin 
sedikitnya spermatozoa yang memiliki cadangan energy yang 
cukup untuk digunakan bergerak, karena spermatozoa yang telah 
mengalami cekaman dingin (suhu rendah) dapat mengalami 
destabilisasi membrane (Ihsan, 2008). 
Viabilitas spermatozoa tergantung pada keutuhan 
membrane spermatozoa. Kerusakan membrane spermatozoa akan 
menyebabkan terganggunya proses metabolism intraseluler 
sepermatozoa sehingga spermatozoa akan melemah dan bahkan 
bisa menyebabkan kematian (Ihsan, 2008). Tingginya persentase 
viabilitas pada pengencer dengan kuningan telur disebabkan 
karena kandungan lipoprotein dan fosfolipid yang terdapat pada 
kuning telur mampu melindungi membrane plasma spermatozoa 
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karena terjadi peningkatan proporsi kolesterol dan fosfolipid yang 
melindungi spermatozoa dari cold shock (Crespilho et al., 2012). 
Kuning telur dilaporkan memiliki beberapa faktor yang dapat 
mengganggu kestabilan membrane plasma spermatozoa dan 
menyebabkan kapasitasi. Hormone steroid dan prekusornya yang 
terdapat dalam kuning telur berhubungan dengan rendahnya 
kemampuan fertilisasi spermatozoa (Akhter et al., 2010). 
Penggunaan lesitin kedelai perlu dipertimbangkan manfaatnya 
karena dapat memberikan dampak positif bagi kualitas 
spermatozoa, lesitin kedelai sleian mampu melindungi 
spermatozoa dari cold shock (Rehman et al., 2014), mengahmbat 
terjadinya kapasitasi (Crespilho et al., 2012; Papa et al.,  2011) dan  
mampu menghambat terjadinya reaksi akrosom (Udrayana, 2008). 
 
Persentase Abnormalitas Spermatozoa 
Pola peningkatan persentase abnormalitas spermatozoa 
selama penyimpanan pada gambar 9. Pola peningkatan 
abnormalitas semakin lama penyimpanan semakin meningkat. 
Abnormalitas selama penyimpanan yang meningkat adalah 
abnormalitas sekunder yaitu ekor yang melingkar atau ekor yang 
terputus, hal ini disebabkan oleh perbedaan osmosis saat 
melakukan pengenceran, cold shock pada saat pendinginan dan 
putusnya ekor spermatozoa disebabkan oleh proses preparasi 
sampel pada saat membuat ulasan. 
Peningkatan abnormalitas selam proses pendinginan dan 
pembekuan dapat diakibatkan pengenceran, perubahan suhu, 
adanya cekaman, kecepatan pendinginan dan proses pembuatan 
preparat ulas. Peningkatan abnormalitas selama proses 
pendinginan adalah akibat adanya perubahan tekanan osmosis 
karena adanya pengeluaran ion-ion, dehidrasi yang hebat 
menyebabkan sel mengkerut dan akan merusak membrane sel. 
Pencampuran dengan pengencer atau pembuatan preparat yang 
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kasar akan meningkatkan kerusakan pada kepala spermatozoa 
(Ihsan, 2008). 
Spermatozoa yang memiliki persentase abnormalitas 
dibawah 20% dan tidak melebihinya, maka semen tersebut masih 
bisa dipakai untuk inseminasi (Alawiyah dan Hartono, 2006). 
Angka morfologi abnormal 8-10% tidak memberi pengaruh yang 
cukup berarti bagi fertilitas, tetapi jika abnormalitas lebih dari 25% 
dari satu ejakulat maka penurunan fertilitas tidak dapat diantisipasi 
(Parera dkk., 2009). Pendinginan menyebabkan peningkatan 
abnormalitas dan kerusakan sel namun masih dapat teratasi 
dengan adanya pengencer yang mengandung kuning telur yang 
didalamnya mengandung lesitin dan lipoprotein dari sel dan 
mencegah cekaman dingin (Ihsan, 2008). 
 
Total Spermatozoa Motil 
Peluang terjadinya fertilisasi sangat ditentukan oleh jumlah 
spermatozoa motil progresif yang ada dalam suatu ejakulat. Suatu 
ejakulat ataupun semen cair dan semen beku yang digunakan harus 
memiliki total spermatozoa motil yang optimal untuk terjadinya 
fertilisasi (Salim, 2012).  
Total spermatozoa motil yang lebih tinggi dari nilai harapan 
40 juta/ml spermatozoa motil. Penetuan nilai harapan 40 juta 
spermatozoa  motil per milliliter ditetapkan berdasarkan ketentuan 
SNI semen beku sapi yaitu semen yang akan diinseminasikan 
memiliki konsentrasi spermatozoa 100 juta/ml. 
 
PENGENCER CEP-2 
Perbedaan persentase motilitas spermatozoa yang 
signikfikan pada pengencer CEP2 dengan penambahan kuning 
telur pada konsentrasi yang berbeda mulai terlihat pada hari ke 
lima sampai dengan hari ke delapan penyimpanan, yang mana 
pada pengencer CEP2 yang mengandung kuning telur 10% berbeda 
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signifikan dengan pegencer CEP2 yang mengandung kuning telur 
15% dan 20%. Persentase motilitas spermatozoa pada pengencer 
CEP2-KT 10% sesuai dengan standar SNI untuk IB yaitu motilitas 
minimal 40% hanya bertahan pada hari ke 7 penyimpanan, 
sedangkan pada hari kedelapan sudah berkurang dari 40% (38,50 ± 
6,99%). Persentase motilitas spermatozoa pada oengencer CEP2 
dengan suplementasi kuning telur 15% dan 20% dapat bertahan 
minimal 40% sesuai dengan standar SNI untuk IB sampai dengan 
hari ke delapan penyimpanan. 
Persentase viabilitas spermatozoa pada pengencer CEP2 
tanpa kuning telur mengalami penurunan yang sangat drastic 
selama penyimpanan 8 hari, sedangkan pada pengencer CEP2 yang 
mengandung kuning telur persentase viabilitas spermatozoa dapat 
bertahan ≥80% sampai hari ke delapan penyimpanan. Hasil 
penelitian tersebut menunjukkan bahwa kuning telur dalam 
pengencer CEP2 mampu memberikan perlindungan terhadap daya 
hidup spermatozoa sapi limousine selama penyimpanan pada suhu 
4°-5°C. perubahan temperature yang cepat selama penyimpanan 
dapat mempengaruhi kualitas spermatozoa. Viabilitas spermatozoa 
mengalami penurunan yang disebabkan terjadinya kerusakan 
membrane plasma dan membrane akrosom akibat pengaruh cold 
shock selama peyimpanan pada suhu rendah dan susu beku 
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